经典型霍奇金淋巴瘤（classical Hodgkin lymphoma，cHL）的肿瘤细胞是Hodgkin和Reed-Sternberg（简称HRS）细胞，仅占1%[@b1]。HRS细胞不同程度表达CD30、CD15、PAX5及CD20, 10%\~75%的患者与EBV感染相关，北方地区约为35%[@b2]。尽管cHL病理特征鲜明，但临床上仍可见到一些非霍奇金淋巴瘤（NHL）伴有"HRS样细胞"（HRSNHL），不仅形态学相似且表达CD30，易于与cHL混淆[@b3]--[@b5]。此外，一些良性病变如淋巴结反应性增生（LRH）、组织细胞坏死性淋巴结炎（Kikuchi病）等也会出现"HRS样细胞"[@b3]--[@b4],[@b6]。上述疾病误诊为cHL则可能会导致治疗不当或过度治疗，故寻找新标志物辅助cHL与上述疾病鉴别诊断，具有重要意义。有研究显示CD137可作为一个辅助cHL诊断的标志物（在HRS细胞中表达率为86.0%\~90.6%）[@b7]--[@b8]。那么，非cHL疾病中的"HRS样细胞"是否表达CD137，与cHL的HRS细胞表达CD137有无差异，这种差异有无辅助鉴别诊断价值，目前尚未发现对上述问题的研究有文献报道。我们希望通过对cHL及伴有"HRS样细胞"的非cHL患者进行回顾性研究，探讨CD137在北方地区cHL患者中的表达及其潜在的病理鉴别诊断价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2008年12月至2014年12月期间北京大学基础医学院病理学系会诊及北京肿瘤医院病理科外检诊断的54例cHL患者为研究对象，以伴有"HRS样细胞"的55例非cHL患者为对照，包括49例HRS-NHL\[血管免疫母细胞T细胞淋巴瘤（AITL）19例，间变性大细胞淋巴瘤（ALCL）18例，CD30^+^的弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）7例，纵隔大B细胞淋巴瘤（PMBL) 4例，介于cHL及DLBCL间无法分类的B细胞淋巴瘤（BCLU/DLBCL/CHL）1例\]以及6例良性病变（LRH和Kikuchi病等）。

依据2008年WHO淋巴造血系统肿瘤分类标准进行诊断[@b1]，经2位以上血液病理学专家复习所有形态学及诊断相关免疫组织化学染色切片核实诊断，同时患者存档石蜡包埋组织需符合制作组织芯片的条件。

2．HE染色及组织芯片标本制作：所有病理组织标本均经4％中性甲醛缓冲液固定，常规脱水、透明，石蜡包埋，切片厚4\~5 µm。分别在cHL及对照组患者标本中选取HRS细胞或"HRS样细胞"丰富的区域以备制作组织芯片。使用法国Alphelys公司组织芯片仪制作石蜡包埋组织芯片蜡块2个（每例均包含2个直径1 mm的组织条，并且使用芯片仪自带程序标记其对应坐标位置），切片厚4\~5 µm。

3．免疫组织化学染色：鼠源性CD30及CD15单克隆抗体购自丹麦DAKO公司，鼠源性CD20、CD3、PAX5单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司；鼠源性CD137单克隆抗体购自美国Thermo Fisher公司，免疫组织化学染色应用美国Roche公司的BENCHMARK-XT免疫组织化学自动染色机完成，DAB显色。

CD30及CD15阳性对照为已证实的CD30阳性cHL肿瘤组织，阳性信号位于肿瘤细胞胞膜及胞质高尔基区。CD20、PAX5、CD3的阳性对照为LRH，分别表达在淋巴结的相应区域，CD20及PAX5表达主要在淋巴滤泡（B区），阳性信号分别位于胞膜及胞核；CD3表达在滤泡间（T区），阳性信号分别位于胞膜及胞质。CD137阳性对照为滤泡树突细胞肿瘤，阳性信号位于胞质及胞膜。所有阴性对照均为以抗体稀释液代替一抗进行染色。\>10％肿瘤细胞出现定位准确的棕黄色着色者视为阳性。

4．EBV编码的小RNA（EBER）检测：EBER原位杂交试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。严格按照说明书进行操作。阳性对照为已知EBER阳性的cHL肿瘤组织，阳性着色部位为肿瘤细胞核着色。\>10％肿瘤细胞出现定位准确的棕黄色着色者视为阳性。

5．统计学处理：应用SPSS17.0软件进行统计学分析。计量资料（如年龄）两独立样本均数比较采用*t*检验；计数资料多样本率的比较及两影响因素关联性比较应用χ^2^检验（Pearson法），当*n*\<40时，采用四格表的Fisher确切概率法（Fisher\'s exact test）。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．cHL组及对照组患者的临床特征：54例cHL患者中男34例，女20例，男女比例1.7∶1，中位年龄45.5（22.0\~68.0）岁（平均年龄44.3岁），所有患者均为淋巴结内原发。对照组55例患者中男36例，女19例，男女比例1.9∶1，中位年龄50.0（12.0\~81.0）岁（平均年龄49.0岁），发病部位结内54例，结外（皮肤）1例。两组间平均发病年龄及性别比例差异均无统计学意义（*P*值分别为0.119和0.786）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 经典型霍奇金淋巴瘤（cHL）组及对照组患者临床病理特征

  临床特征                              全部病例     较新病例（2013年后）                                     
  ------------------------------------- ------------ ---------------------- ------- ------------ ------------ -------
  年龄（岁）                                                                0.119                             0.644
   平均数/中位数                        44.3/45.5    49.0/50.0                      45.0/48.0    47.2/50.0    
   范围                                 22\~68       12\~81                         22\~63       12\~81       
  性别\[例（%）\]                                                           0.786                             0.532
   男                                   34（63.0）   36（65.5）                     14（66.7）   18（58.1）   
   女                                   20（37.0）   19（34.5）                     7（33.3）    13（41.9）   
  EBV感染（HRS/HRS样细胞）\[例（%）\]                                       0.615                             0.978
   阳性                                 14（25.9）   12（21.8）                     4（19.0）    6（19.4）    
   阴性                                 40（74.1）   43（78.2）                     17（81.0）   25（80.6）   
  CD137（HRS/HRS样细胞）\[例（%）\]                                         0.000                             0.000
   阳性                                 31（57.4）   8（14.5）                      18（85.7）   5（16.1）    
   阴性                                 23（42.6）   47（85.5）                     3（14.3）    26（83.9）   

注：HRS细胞：Hodgkin和Reed-Sternberg细胞；对照组：伴有"HRS样细胞"的非cHL患者

2．cHL分型及诊断相关免疫标志物的表达：54例cHL患者中结节硬化型（NS) 32例（59.3%）、混合细胞型（MC) 21例（38.9%），淋巴细胞丰富型（LR）1例（1.8%）。HRS细胞主要诊断相关免疫标志物表达：CD30阳性率为100.0%（54/54）；CD15阳性率为70.4%（38/54）；PAX5可见弱至中等强度表达，阳性率为70.4%（38/54）；CD20阳性率为18.5%（10/54）；CD3表达均为阴性。

制作完成的组织芯片经HE染色后，所有cHL患者均可见HRS细胞，而所有对照组患者均具有"HRS样细胞"。经重复免疫组织化学染色证实HRS细胞及"HRS样细胞"均表达CD30（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。

![经典型霍奇金淋巴瘤典型Hodgkin和Reed-Sternberg细胞（HRS细胞）免疫组织化学染色及EB病毒原位杂交检测结果（×400）\
A：免疫组织化学染色检测示CD30在HRS细胞的阳性表达；B：原位杂交染色检测示HRS细胞EBV编码的小RNA（EBER1/2）阳性表达；C：免疫组织化学染色检测示CD137在HRS细胞的阳性表达](cjh-37-06-484-g001){#figure1}

3．EBV感染状态分析：cHL组患者EBV感染阳性率为25.9%（14/54）（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}），不同组织亚型的感染阳性率：NS 9.4%（3/29），MC 52.4%（11/21），LR为0(0/1），组间差异有统计学意义（*P*=0.002）。对照组患者EBV感染阳性率为21.8%（12/55），不同组织类型的感染阳性率：AITL为21.1 %（4/19），ALCL为16.6%（3/18），CD30^+^DLBCL为28.6%（2/7），PMBL为25%（1/4），BCLU/DLBCL/CHL为100.0%（1/1），LRH为50.0%（1/2），Kikuchi病为0(0/4），组间差异无统计学意义（*P*=0.409）。

4．CD137在cHL及对照组患者中的表达及差异分析：cHL组患者的HRS细胞CD137阳性率为57.4%（31/54，[图1C](#figure1){ref-type="fig"}），对照组中"HRS样细胞" CD137阳性率为14.5%（8/55），差异有统计学意义（*P*\<0.001）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。cHL组组织学亚型CD137阳性率依次为：NS亚型56.3%（18/32），MC亚型61.9%（13/21），LR亚型为0(0/1）；对照组按照病理学分型依次为：ALCL 22.2%（4/18），AITL 15.8%（3/19），CD30^+^ DLBCL14.3%（1/7），PMBL、BCLU/DLBCL/CHL、LRH及Kikuchi病各组中"HRS样细胞"阳性率均为0。

5．CD137的表达与临床特征及标本存档时间相关性分析：将cHL组及对照组患者按照患者年龄（≥60/\<60岁）、性别、有无EBV感染、组织学亚型及CD15、PAX5、CD20是否表达分组，与CD137阳性表达分别进行相关性分析，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}、[3](#t03){ref-type="table"}）。由于两组患者发病部位绝大部分为结内，所有cHL病例CD30阳性表达、CD3不表达，显然发病部位及CD30、CD3表达与CD137表达均不具相关性，故未行相关性分析。按照患者标本实际存档年份分别统计，发现cHL组患者标本CD137阳性率有逐渐增高趋势，对照组未见此趋势（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。以2013年为界进行分组，2013年前后两组cHL患者的CD137阳性率差异有统计学意义（39.4％对85.7%，*P*=0.001），对照组差异无统计学意义（12.5％对16.1%，*P*=0.705）。2013以后的cHL组和对照组患者CD137阳性率差异有统计学意义（85.7％对16.1%，*P*\<0.001）（[表2](#t02){ref-type="table"}、[3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 经典型霍奇金淋巴瘤组患者CD137表达与临床特征的相关性分析\[例（％）\]

  临床特征          全部病例（54例）   2013年后病例（21例）                             
  ----------------- ------------------ ---------------------- ------- ---- ------------ -------
  年龄（岁）                                                  0.110                     0.080
   \<60             45                 28（62.2）                     17   16（94.1）   
   ≥60              9                  3（33.3）                      4    2（50.0）    
  性别                                                        0.387                     0.521
   男               34                 18（52.9）                     14   11（78.6）   
   女               20                 13（65.0）                     7    7（100.0）   
  EBV感染                                                     0.515                     0.489
   阳性             14                 7（50.0）                      4    3（75.0）    
   阴性             40                 24（60.0）                     17   15（88.2）   
  组织学亚型                                                  0.463                     0.531
   结节硬化型       32                 18（56.3）                     13   12（92.3）   
   混合细胞型       21                 13（61.9）                     8    6（75.0）    
   淋巴细胞丰富型   1                  0                              0    0            
  免疫表型                                                                              
   CD15                                                       0.055                     0.080
    阳性            38                 25（65.8）                     17   16（94.1）   
    阴性            16                 6（37.5）                      4    2（50.0）    
   PAX5                                                       0.274                     1.000
    阳性            38                 20（52.6）                     18   14（77.8）   
    阴性            16                 11（68.8）                     3    3（100.0）   
   CD20                                                       0.600                     0.128
    阳性            10                 5（50.0）                      18   3（16.7）    
    阴性            44                 26（59.1）                     3    2（66.7）    

###### 伴有"HRS样细胞"的非经典型霍奇金淋巴瘤患者CD137表达与临床特征的相关性分析\[例（％）\]

  临床特征          全部病例（55例）   2013年后病例（31例）                            
  ----------------- ------------------ ---------------------- ------- ---- ----------- -------
  年龄（岁）                                                  0.614                    0.291
   \<60             37                 6（16.2）                      23   5（21.7）   
   ≥60              18                 2（11.1）                      8    0           
  性别                                                        0.320                    1.000
   男               36                 4（11.1）                      18   3（16.7）   
   女               19                 4（21.1）                      13   2（15.4）   
  EBV感染                                                     0.245                    1.000
   阳性             12                 3（25.0）                      6    1（16.7）   
   阴性             43                 5（11.6）                      25   4（16.0）   
  病理学分型                                                  0.840                    0.701
   ALCL             18                 4（22.2）                      10   3（30.0）   
   AITL             19                 3（15.8）                      9    1（11.1）   
   CD30^+^DLBCL     7                  1（14.3）                      5    1（20.0）   
   PMBL             4                  0                              1    0           
   BCLU/DLBCL/CHL   1                  0                              0    0           
   LRH              2                  0                              2    0           
   Kikuchi病        4                  0                              4    0           

注：HRS：Hodgkin和Reed-Sternberg；ALCL：间变性大细胞淋巴瘤；AITL：血管免疫母细胞T细胞淋巴瘤；DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；PMBL：纵隔大B细胞淋巴瘤；BCLU/DLBCL/CHL：介于霍奇金淋巴瘤及DLBCL间无法分类的B细胞淋巴瘤；LRH：淋巴结反应性增生；Kikuchi病：组织细胞性坏死性淋巴结炎

![经典型霍奇金淋巴瘤（CHL）组及对照组患者CD137阳性率与肿瘤石蜡标本存档年份对应关系图](cjh-37-06-484-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

CD137又称为4-1BB /TNFRSF9，为一种跨膜糖蛋白，属于肿瘤坏死因子受体超家族成员。生理情况下CD137配体（CD137L）可表达于抗原提呈细胞（APC）。而T细胞表达CD137（又称为CD137受体），CD137L/CD137结合形成复合物有利于机体维持自身免疫活性，是维持机体抗肿瘤免疫活性的机制之一[@b8]。

HRS细胞通常高表达CD137L，本应激活表达CD137的T细胞并产生针对cHL肿瘤的细胞免疫；但实际上HRS细胞"鹤立鸡群"地存在于大量T细胞为主的背景细胞内而"相安无事"，这可能与cHL的肿瘤细胞处于"免疫抑制"的微环境有关[@b9]。免疫抑制除了和HRS细胞本身高表达PDL-1致PD-1通路异常，抑制了T细胞细胞免疫外，还和cHL肿瘤细胞所处的免疫抑制微环境有关，从而有利于肿瘤得到免疫豁免并持续增殖[@b8]--[@b10]。有研究报道cHL患者HRS细胞中CD137阳性率高达86.0%\~90.6%，且表达量足以通过免疫组织化学染色法检测出来，并推荐采用CD137抗体（BBK-2）[@b7]--[@b8]。在本研究中我们采用同样的抗体和免疫组织化学染色法进行检测，结果显示北方地区中大部分cHL患者表达CD137，尤其是2013年以后的患者标本中CD137阳性率高达85.7%，与文献报道一致。

而所谓的"HRS样细胞"出现于HRS-NHL或淋巴组织良性病变中，其与cHL中HRS细胞形态相似，其本质可能是增生的免疫母细胞（见于AITL、Kikuchi病等），也可以是非cHL的肿瘤细胞（见于ALCL、CD30^+^ DLBCL、PMBL及BCLU/CHL/DLBCL等）。同时由于"HRS样细胞"免疫组织化学染色表达CD30并且多为B细胞来源。如"HRS样细胞"周围出现数量多而体积相对小的cHL样"背景"细胞成分，就会出现类似cHL的组织特征。此时，诊断经验不足的病理医师如若"照本宣科"，极有可能诊断错误，进而导致临床采用错误的治疗方案。推测由于病因及发病机制有别，此类细胞很少或者并未出现在HRS细胞经历的类似分子事件，因而不表达或低表达CD137蛋白。Anderson等[@b7]报道B-NHL患者CD137阳性率较低。本组患者中仅有1例CD30^+^DLBCL表达CD137。Anderson的报道未提及AITL中"HRS样细胞"CD137表达的情况，推测由于AITL中的"HRS样细胞"为转化的免疫母样B细胞而非肿瘤细胞，所以不会有CD137的表达异常增高。我们的研究结果显示"HRS样细胞"低表达CD137，证实了上述推测。此外，Anderson等[@b7]报道T-NHL患者CD137阳性率较高（56%）。由于AITL细胞成分复杂，且需通过荧光双色免疫组织化学法检测证实阳性细胞为肿瘤细胞，由于本研究中AITL病例数较少，且并非本研究主旨，故未进行深入探讨。

尽管本研究中患者CD137总体阳性率（57.4%）低于文献[@b7]--[@b8]的报道（86.0%\~90.6%），但单就2013年后患者标本分析结果（阳性率85.7%）则与之趋于一致。推测可能和标本存档年份增加致使CD137抗原不断丢失有关；而cHL其他主要诊断标志物（CD30、CD15、PAX5、CD20、CD3以及EBER原位杂交）则与标本存档年份（2013年前后）未见显著相关性，表明仅CD137抗原不易在石蜡标本中稳定长期保存。而如按研究检测时间（2015年11月）计算，则说明3年以内（2013年以后）的存档标本适于进行免疫组织化学染色检测CD137，辅助诊断结果可靠；而超过3年以上（2013年以前）的存档标本CD137抗原丢失显著，可能不适于检测CD137来辅助鉴别诊断。由于本组研究病例数相对较少，希望今后进一步积累病例进行深入研究。

国内外大量研究证实，EBV是HL发病中很重要的致病因素[@b1],[@b11]，并且部分患者中参与了cHL中最重要的致瘤信号通路NF-κB通路的异常激活[@b11]--[@b12]。但是仅Yoshimori等[@b13]报道在EBV相关的T或NK细胞淋巴组织增殖异常的患者中发现EBV感染的肿瘤细胞出现CD137基因高表达，而cHL患者中未见EBV感染与CD137表达的相关性报道。在本研究中只有不到1/3的cHL患者HRS细胞出现EBV感染，而大部分患者HRS细胞表达CD137，从另一角度说明HRS细胞表达CD137更主要的意义可能不是促进肿瘤本身的发生和演进，而是维持肿瘤免疫抑制微环境的形成[@b8]。

那么抗CD137抗体辅助鉴别诊断的价值如何呢？典型的形态学改变结合cHL相关免疫标志物可以诊断绝大部分的cHL病例。我们之前对北方地区较大样本HL病例进行了统计分析，结果显示CD30、CD15、PAX5、CD20、CD3以及EBER原位杂交阳性率依次为96.6%、52.2%、75.1%、22.6%、0.4%、39.6%[@b2]；但对于3个及以上的标志物阴性的特殊病例，则可能会出现与其他类型淋巴瘤鉴别困难，此时增加CD137染色可能会提供重要帮助，如本组cHL患者中有4例CD20、PAX5、EBER均阴性及2例CD20、CD15、EBER均阴性的病例，则此时增加CD137免疫组织化学染色，阳性比值分别为4/4及1/2，结合之前的统计分析，则可在一定程度上辅助cHL诊断并与类似病变鉴别。同样由于例数相对较少，并且除对照组有1例为结外病例，选取病例均为结内病例，故仍需要积累病例以及增加结外病例来进一步积累经验和深入探讨。

此外，将CD137抗体作为生物制剂和靶向药物，在实体瘤和淋巴造血肿瘤都已经有广泛研究，并取得临床前期的进展[@b14]，使用主动阻断（agonistic-blocking）抗CD137抗体显示在鼠类的肉瘤、肥大细胞瘤以及浆细胞瘤中都有显著疗效[@b15]--[@b16]。由此推断，由于cHL的HRS细胞高表达CD137，有望成为cHL靶向治疗的新靶点。

综上，在本研究中我们通过免疫组织化学染色初步证实了多数cHL患者的HRS细胞表达CD137，而对照组患者中"HRS样细胞"低表达CD137，差异有统计学意义。经分析发现cHL组的CD137阳性率有随标本实际存档年份而递增的趋势，对3年以内存档标本采用免疫组织化学染色法进行CD137检测，可望有较好的辅助cHL病理鉴别诊断的价值。CD137抗体亦具有用于cHL的靶向治疗的潜在价值。
